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(§) Konjugat zur Vermittlung eines zell-, kompartiment- oder membranspezifischen Transports von 
Wirksubstanzen 

© Die vorliegende Erfindung betrifft Konjugate zur Ver- 
mittlung eines zell-, kompartiment- oder membranspezifi- 
schen Transports von Wirksubstanzen. Weiter betrifft die 
Erfindung Verfahren zur Herstellung dieser Konjugate so- 
wie deren Verwendung. Die Konjugate umfassen: 

- einen Transportvermittler fur die Zellmembran, 

- ein zell-, kompartiment- oder membranspezifisches 
Adressprotein bzw. -peptid, und 

- einen zu transportierenden Wirkstoff. 
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Bcschrcibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Konjugate zur Venniltlung eines zell-, konipartinient- oder membranspezifischen 
Transports von Wirksubstanzen. Weiter betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung dieser Konjugate sowie deren 
5 Verwendung. 

Es ist bekannt, daB zellulare Membransysteme weitestgehend impermeabel fiir viele Stoffe (z. B. Nukleinsauren, Pro- 
teine, chemise he Substanzen) sind, die von auBen in die Zelle eingebracht werden sollen. Zum Einbringen von Nuklein- 
sauren konnen Zellmembranen durch physikalische Prozesse (Transfektion bei Eukaryonten, Transformation bei Proka- 
ryonten) und biologische Vorgange (Infektton) uberwunden werden. Der Transformation, d. h. dem unmittelbaren Auf- 

10 nehmen der nackten Nukleinsaure durch die Zelle, geht. eine Behandlung der Zellen voraus. Unterschiedliche Methoden 
zur Erzeugung dieser "kompetenten Zellen" stehen zur Verfugung. Die meisten Verfahren basieren auf den Beobachtun- 
gen von Mandel und Higa (J. Mol. Biol. 53, S. 159-162 (1970)), die erstmals zeigen konnten, daB die Ausbeuten bei der 
Aufnahme von Lamhda-DNA durch Bakterien in Gegenwart von Calciumchlorid ganz wesentlich gesteigert werden. 
Diese Methode ist erstmals von Cohen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, S. 2210-21 14 (1 972)) fur Plasmid-DNA er- 

1 5 folgreich eingesetzt und durch viele Modifikationen verbessert worden. Eine andere Transformationsmethode beruht auf 
der Beobachtung, daB hochfrequente Wechselstromfelder Zellmembranen aufbrechen konnen (Elektroporation). Diese 
Tcchnik laBt sich ausnutzen, um nacktc DNA nicht nur in prokaryontischc Zellen, sondcrn auch in cukaryontischc Zcll- 
systeme einzuschleusen (Weaver et al, J. Cell Biochem. 51, S. 426-435 (1993)). Zwei sehr sanfte Methoden zur DNA- 
Einbringung in cukaryontischc Zellen wurden von Sikes et al. (Hum. Gen. Therap. 5, S. 837-840 (1994)) bzw. Yang ct al. 

20 (Proc. Natl. Acad. Sci USA 87, S. 9568-9572 (1990)) entwickclt. Sie beruhen auf der dircktcn Injcktion der DNA in cin- 
zelne Zellen (Mikroinjektion) bzw, auf dem BeschuB einer Zellpopulation mil Mikroprojektilen aus Wolfram, an deren 
Oberflache die betreffende Nukleinsaure gebunden wurde ("Gene gun"). Parallel zur physikalischen Transformation von 
Zellen haben sich biologische Infektionsmethoden bewahrt. Dazu zahlen insbesondere die virale Einbringung von Nu- 
kleinsauren in Zellen (Chatterjee et al., Science 258, S. 1485-1486 (1992); Cossett and Rusell, Gene Therapy 3, 

25 S. 946-956 (1996); Bilbao et al, FASEB J. 1 1, S. 624-634 (1997)) sowie die uber Liposomen vermittelte Lipofektion 
(Bennett et al., J. Drug Targeting 5, S. 149-1562 (1997)). Weiter sind Standardmethoden des liposomalen Transports 
(Gao and Huang, Gene Therapy 2, S. 710-722 (1995); Akhtar et al, Nucl. Acid. Res. 19, S. 5551-5559 (1991)) und die 
Poly-L-Lysinierung (Leonetti et al, Bioconj, Chem. 1(2), S. 149 (1990)) von Wirksubstanzen zu nennen, um diese in 
Zellen einschleusen zu konnen. 

30 Trotz der oben aufgezahlten Vielzahl von Methoden, die zellularen Membransysteme zu uberwinden, gibt es noch 
keine universale Methode, um unterschiedliche Wirkstoffe in Zellen hineinzubringen. A lie aufgefuhrten physikalischen 
und biochemischen Methoden sind artifiziell und unphysiologisch, insofern als sie nicht zellimmanente Mechanismen 
nutzen. Viren als Transportmittel sind zum gegenwartigen Stand immer noch nicht sicher frei von Toxizitat und oft auch 
nicht effektiv. Sie werden auch vom Immunsystem erkannt. 

35 Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, eine Moglichkeit zu entwickeln, die das gerichtete 
und spezifische Einschleusen von WirkstorTen in Zellen und Kompartimente erlaubt. Es sind dabei folgende Anforderun- 
gen zu erfiillcn: 

- universelle Anwendbarkeit 

40 - zcll-, kompartimcnt- und mcmbranspczifischcs Einschleusungsverhaltcn 

- hohe EfTektivital 

- geringe Immunogenitat 

- Minimierung des Infektionsrisikos 

- ausreichend lange Verweildauer 

45 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der Patentanspriiche. 

Von den Erfindern wurde ein Konjugat entwickelt, das die folgenden Komponenten aufweist: 

- einen Transportvermittler fur die Zellmembran ("P") 

50 - ein zell-, kompartiment- oder membranspezifisches Adressprotein bzw. -peptid ("AP"), und 

- einen zu transportierenden Wirkstoff ("W"). 

Der Aufbau des erfindungsgemaBen Konjugate ist vorzugsweise: 
55 P-AP-W 

ganz bevorzugt mit eincm Spacer ("SP"): 
P-AP-SP-W 

60 

Den Transportvermittler fiir die Zellmembran (vorstehend mil "P" abgekiirzl) stellt ein Pepdd bzw. Protein dar, das die 
Plasmamembran uberwinden kann. Die Lange dieses Peptids bzw. Proteins unterliegt keiner Beschrankung, solange es 
die obige Eigenschaft aufweist. Beispiele fur "P" stammen vorzugsweise aus der Penetratin-Eamilie (Derossi et al, 1998, 
Trends Cell Biol. 8, S. 84-87) oder sind Transporian bzw. Teile davon (Pooga et al, The Faseb Journal (1998), Vol. 12, 
65 S. 68 IT.), wobei solche aus der Penetratin-Familie bevorzugt sind. Ein Beispiel fiir "P" stellt ein Penetralin mit der fol- 
genden Sequenz dar 
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NH 2 - RQ I K I WFQNRRMKWKK - 
(NH 2 -Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Met-Lys-Trp- 
Lys-Lys-) 

5 

Hergestellt wird die ausgewahlte "P"-Sequenz auf biologischem Weg (Reinigung natiirlicher Transportvermittlerpro- 
teine oder Klonierung und Expression der Sequenz in einem eukaryotischen oder prokaryotischen Expressionssystem), 
bevorzugt aber auf synthetischem Weg, z. B. nach der etablierten Merrifield-Methode (Merrifield, J. Am. Chcm. Soc. 
85:2149, 1963). 

Die Auswahl des Adressproteins bzw. -peptids (vorstehend mit "AP" abgekurzt) hangt davon ab, welehe Membran 10 
bzw. welches Membransystem iiberwunden und welches Zielkompartiment der Zelle (Cytoplasma, Zellkem, Mitochon- 
drien, Chloroplast, Endoplasmatisches Retikulum) oder der Zellorganelle erreicht werden soil. Die Lange dieses Adress- 
peptids bzw. -proteins unterliegt keiner Beschrankung, solange es die Eigenschaft aufweist, einen zell-, kompartiment- 
oder membranspezifischen Transport zu gewahrleisten. Fur die Einbringung von Wirkstoffen, insbesondere Nukleinsau- 
ren, werden im allgemeinen "AP" ausgewahlt, die ein zell-, kompartiment- oder membranspezifi scries Erkennungssignal 15 
enthalten und dadurch den angehangten Wirkstoff an seinen Wirkort dirigieren. Zur Auswahl stehen "AP", die Wirk- 
stoffc in Gcgenwart oder Abwcscnhcit cincs Membranpotentials transporticrcn konncn. Grundsatzlich ist fur den Trans- 
port in das Zellkompartiment die reine Adressequenz ausreichend. Es konnen aber auch "AP" ausgewahlt werden, die 
ubcr cine zell- oder kompartimcntspezihschc Peptidasespaltstellc vcrfiigcn. Dicse Spaltstcllc liegt im gunstigstcn Fall in- 
nerhalb der Signaiscqucnz, kann aber auch an diesc durch zusatzliche Aminosauren angefugt werden, um nach Errcichcn 20 
des Zielkornpartimenls das Abspallen der Adressequenz sicherzustellen. Hergestellt wird die ausgewahlte "AP" -Sequenz 
auf biologischem (Reinigung naturlicherTransportvenmttlerproteine oder Klonierung und Expression der Sequenz in ei- 
nem eukaryontischen oder prokaryontischen Expressionssystem), bevorzugt aber auf synthetischem Weg, z. B. nach der 
etablierten Merrifield-Methode (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149, 1963). Beispiele fur Adressproteine bzw. -pep- 
tide sind: 25 
Import in das ER 

H 3 N + -Met-Met-Ser-Phe-Val- 
Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly- 

Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr- 3 o 

Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr- 

Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln- 

Reimport in das ER 

H 2 N-Lys-Asp-Glu-Leu-COCT 35 

Import in Mitochondrion 

H 3 N*-Met-Leu-Ser-Leu-Arg- 40 

Gln-Ser-Ile~Arg-Phe-Phe- 

Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr- 

Leu-Cys-Ser-Ser-Arg~Tyr- 

Leu-Leu 

45 

Import in den Zellkern 

-Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 
Lys-Val 

50 

H 3 N + -Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 
Lys-Val- (= Nuclear 
localisation sequence aus 
SV40-T-Antigen) 

Import in Peroxisomen 
H 2 N-Ser-Lys-Leu-COO" 

Bindung an die Zellmembran 60 

H 3 N + -Gly-Ser-Ser-Lys-Ser- 
Lys-Pro-Lys- 

Weiler kann das Konjugat ggf. einen Spacer (vorstehend mit "SP" abgekurzt) enthalten, der sich vorzugsweise zwi- 65 
schen dem AdressproteinApeptid und dem zu transportierenden Wirkstoff befindet. Er kann aber zusatzlich oder alterna- 
tiv auch zwischen dem Transportvermittler und dem Adressprotein vorliegen. Der Spacer dient dazu, ggf. vorhandene 
sterische Wechselwirkungen zwischen den Komponenten aufzuheben bzw. gunstig zu beeinflussen. Der Spacer kann bei- 
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spiclswcise ausgcwahlt scin aus: Polylysin, Polycthylcnglykol (PEG), Dcrivatc dcr Poly-Mcthacrylsaurc oder Poly vinyl- 
pyrrolidon (PVP). 

Zwischen dem Transport vennittler und dem AdressproleinApeptid ist vorzugsweise eine Redoxspaltslelle, z. B, -Cy- 
stein-S-S-Cystein-O-N-II-. Die zwischen Transportvermitder und Adressprotein entstehende Bindung ist eine Redox- 
5 kopplung (schonende zelliimnanente Verkniipfung inittels DMSO; Rietsch und Beckwith, 1998, Annu. Rev. Gent 32, 
S. 163-84): 

Cystein-SH SH-Cystein — * Cystin-S-S-Cystin 

to Der Wirkstoff bzw. die Wirksubstanz (vorstehend mil "W" abgekiirzt) unterliegt keinerlei Beschrankungen. Er ist frei 
wahlbar, je nach Wunsch, welche Wirkung in einer Zelle erzeugt werden soil. Der Wirkstoff kann ein Diagnostikum und/ 
oder Therapeutikum sein. Es kann auch mehr als ein Wirkstoff in dem Konjugat vorhanden sein. Der Wirkstoff kann ggf. 
markiert sein, z. B. radioaktiv, mit einem FarbstofT, mit Biotin/Avidin usw. Der Wirkstoff kann eine Nukleinsaure, ein 
Protein bzw. Peptid, eine chemische Substanz usw. sein. Beispielsweise seien genannt: cDNA, genomische DNA, voll- 

15 standige Gene, regulatorische Elements, Transkriptionsfaktoren, Molekularsonden, Oligonukleotide, mRNA, Antisense- 
RNA, Antisense-Oligonukleotide, Plasmide, virale DNA, synthetische Nukleotide, PNA (Peptide Nucleic Acids), ein- 
zclnc Aminosauren, Peptide, Proteinc, monoklonalc und/odcr polyklonalc Antikorpcr, pharmazeutische Wirkstoffe, 
Chemotherapeutika, Farbstoffe, Sensibilisatoren. 

Die Synthesc dcr Konjugatbcstandtcilc "P" und "AP" crfolgt vorzugsweise synthctisch nach dcr Mcrrificld-Methodc 

20 (Merri field, J. Am. Chcm. Soc. 85: 2149, 1963) Die Ankopplung der andcrcn Bcstandtcilc (z. B. Spacer und/odcr Wirk- 
stoff) daran erfolgt durch kovalenle chemische Bindung. Die Einfiigung der Redoxspaltstelle zwischen "P" und "AP" er- 
folgt auf chemischen Wege durch die oben erwahnte Redoxkopplung. Auch zwischen einem ggf. vorhandenen Spacer 
und dem Wirkstoff bzw. dem Adressprotein und dem Wirkstoff liegt eine kovalenle Bindung vor, bevorzugt eine Saurea- 
mid-Bindung. Mogliche Alternativen sind Ether- oder Ester-Bindungen, je nach den in der zu konjugierenden Substanz 

25 vorhandenen funktionellen Gruppe(n). 

Das Konjugat wird bevorzugt in folgenden Schrilten aufgebaut: 

1) Getrennte Peptidsynthese von "P", "AP" und ggf. des Spacers (z. B. nach der Merrifield-Methode) 

2) Kovalente Verkniipfung zwischen " AP" und Wirkstoff, ggf. mit einem Spacer dazwischen, 

30 3) Redoxkopplung des Produkts aus Schritt 2) mit "P" mittels Redoxkopplung (z. B. in Wasser/DMSO) 
4) Reinigung (z. B, mittels HPLC) 

Die erfindungsgemaBen Konjugate haben den Vorteil, unabhangig von Art und Grofie eines Wirkstoffs, diesen in Zel- 
len einbringen und in das gewiinschte Zellkompartiment. transportieren zu ktinnen. Es istsomit eine Verbesserung in Dia- 
35 gnostik und Therapie in Human- und Tiermedizin sowie eine Anwendung in der wissenschaftlichen Forschung zu erwar- 
ten. Tnsbesondere die Gentherapie kann durch die erfindungsgemaBen Konjugate einen Aufschwung erwarten, da voll- 
standige Gene cinschlicBlich ihrcr rcgulatorischcn Elemcntc transporticrbar werden. Abcr auch allc andcren Wirkstoffe 
lasscn sich mit den erfindungsgemaBen Konjugatcn spczifischcr an den Wirkort bringen, was das Auftrctcn von uner- 
wunschten Nebenwirkungen reduziert. Es wurde gefunden, daB Konjugate bis 25 MDa in das Zellinnere einzubringen 
40 sind, Dariibcr hinaus kommt es oftmals zur Auslosung von Apoptose, was durchaus ein gewunschter EfTekt sein kann. 
Die erfindungsgemaBen Konjugate zeichnen sich durch eine universale Einsetzbarkeit aufgrund ihres zell-, komparti- 
ment- und membranspezifischen Einschleusungsverhaltens aus. 

Die Erfindung wird weiter anhand der beigefugten Figuren beschrieben: 
Fig. 1 erfindungsgemaBes Konjugat, 
45 Fig. 2 Generelles Schema der Fmoc-Synthese, 

Fig. 3 Ergebnisse der Ruoreszenzkorrelationsspektroskopie-Messung an ATl-Zellen 

A) Konjugat-Konzentration: 50 nM 
Inkubationszeit: 5 Std. 
50 B) Konjugat-Konzentration: 5 nM 
Inkubationszeit: 5 Std. 

C) Konjugat-Konzentration: 50 nM 
Inkubationszeit: 24 Std. 

D) Konjugat-Konzentration: 5 nM 
55 Inkubationszeit: 24 Std. 

Die Erfindung wird weiter anhand dcr nachfolgcndcn Bcispiclc beschrieben. 

Bei spiel 1 

60 

Konjugat aufweisend einen Penetratin-Bestandteil, eine NLS, einen Polylysin-Spacer und Rhodamin 
Zum Aufbau des Konjugats wird auf Fig. 1 verwiesen. 
65 Pentratin: NH 2 -RQIKIWFQNRRMKWKK- 

NLS (Nuclear Localisation Sequence): NII 2 -PKKKRKV 
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Spacer ((Lys) 2 ): NH-CH 2 -(CH 2 ) 3 -CHNH 2 -CO-NH-CH 2 -(CH 2 )3-CHN 2 -CO-NH 

Die Penetratinsequenz, die NLS unci der Spacer wurden nach der Standard Fmoc-Methode ("Peptide", H.-D. Jakubke, 
Chemie und Biologie Spektrum, Akad. Verl. 1996, ISBN 3-8274-0000-7) getrennt synthetisiert Das generelle Schema 
der Fmoc-Synthese ist in Fig. 2 gezeigt. Zur Synthese der verschiedenen Komponenten-Sequenzen wird zuerst die ersle 5 
Fmoc Aminosaure (kauflich erhaltlich von Fa. Calbiochem GmbH, D-65796 Bad Soden) an ein unldsliches Polystyrol- 
Tragerharz uber einen saurelabilen Linker (= para-Benzyl-oxybenzyl-alkohol-handle) angefugt. Die Abspaltung der 
Schutzgruppe wird durch Behandlung des Harzes mit 20% Piperidin in Dimethylformamid erreicht. Die zweite Fmoc- 
Aminosaure wird unter Verwendung einer praaktivierten Spezies (z. B. in den Aminosaure-Einzelbestandteilen vorhan- 
denen Succinimid-, Pentafluorphenylester- oder p-Nitrophenylestergruppen) oder in-situ Aktivierung angekoppelt, je- 10 
weils nachdem von der vorhergehenden Aminosaure die Schutzgruppe durch basische Behandlung entfernt worden ist. 
Jede weitere Aminosaure wird analog angekoppelt. Nachdem das gewiinschte Peptid synthetisiert worden ist, wird die- 
ses mittels Behandlung mit 95% Trifluoressigsaure (TFA) + 5% Scavenger (z. B. Triethylsilan) von dem Trager entfernt 
und die Schutzgruppen abgespalten. Die entstandenen Roh-Peptide werden durch praparative HPLC auf einer YMC 
ODS-A 7A S-5 urn Umkehrphasensaule (20 x 250 mm) unter Verwendung eines Elutionsmittels enthaltend 0,1% Triflu- is 
oressigsaure in Wasser (A) bzw. 60% wassrigem Acetonitril (B) gereinigt. Die Peptide wurden miteinem sukzessiven li- 
nearcn Gradientcn von 25% B bis 60% B in 40 Minutcn bci einer FiicBgcschwindigkcit von 10 mJ/min cluicrt. Die den 
gereinigten Peptiden entsprechenden Fraktionen wurden lyophilisiert. 

Die aufgercinigten Peptid- Komponcntcn werden gemcinsam mit 20%igcr wassrigcr DMSOLosung uber 5 Stunden 
bei Raumtcmpcratur bchandclt, wodurch cine oxidative Kopplung der Komponentcn rcsulticrt. An den Spacer wird als 20 
zu transportierende Wirksubstanz, z. B. Rhodamin 110, gekoppelt. Dies erfolgt durch Saureamid-Kopplung an der freien 
a-Aminogruppe des Lysinspacers. Das komplette Konjugat wird anschlieBend mittels Umkehrphasen-HPLC gereinigt. 

Beispiel 2 

25 

Einbringen eines erfindungsgemaBen Konjugats in Zellen 

AT-1 und DU-145 Zellen wurden in RPMI 1640 kultiviert, erganzt mit 10% FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/min. Peni- 
cillin, 100 ug/ml Streptomycin. 

Zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) laBt man AT-1 Zellen auf Objektragern 24Std. anwachsen. Nach 30 
Mediumwechsel mit farbstoflfreiem RPMI 1640 (ohne Phenotrot) wird das Konjugat von Beispiel 1 (100 nM) mit RPMI 
auf die Zellen gegeben und 5, 24 bzw. 48 Std. bei 37°C und 5% Cfy inkubiert. AnschlieBend wird das Konjugat enthal- 
tende Medium entfernt und zweimal mit. 200 ul farbstoffreiem RPMI gewaschen und anschlieBend per FCS gemessen. 
Die Anregung mit dem Laser erfolgt. bei 488 nm und die Emission bei 538 nm. 

Das Konjugat wird auf dem Weg in den Zellkern verfolgt. Dazu wird unter dem Lichtmikroskop eine Zelle ausgewahlt 35 
focusiert. Nach Focusierung und Justierung des Lasers wird in 100 urn Schritten durch die Zellen gefahren, und die Fluo- 
reszenz wird in Form von Lichtblitzcn uber Photomultiplier gemessen. Dabei wandcrn groBc Molekule und klcine Mo- 
lekule untcrschicdlich schnell. ErfaBt wird die Anzahl der difrundicrenden Molekule in cincm Bcrcich von jewcils 
100 urn. So laBt sich mit der Signaldauer die GroBe der diffundierten Molekule bestimmen. Die dazugehorige Grafik ist 
in Fig. 3 gezeigt. 40 

In einem weiteren Experiment wird die Kinetik, mil der das Konjugat ins Cytoplasma gelangt, mil dem gleichen Ver- 
fahren ermittelL Die AT-1 Zellen wurden wieder 24 Std. adharierl. Das das Konjugat enthaltende Medium wurde wie 
vorhergehend beschrieben eingesetzl. Allerdings wurde jetzt sofort das Fluoreszenzsignal mit der FCS gemessen. 

Die FCS zeigle deutlich eine slarke Anreicherung an der Zellmembran nach 5 Stunden Inkubalionszeil. Eine Diffusion 
war nicht zu erkennen. Nach 24 Std. Inkubationszeit zeigten sich nur noch geringfugige Mengen an Konjugat in der Zell- 45 
membran. Auffallig war jetzt eine Anreicherung im Kern, die sich im Beobachtungszeitraum von 48 Std. noch ver- 
starkte. 

Zur Kontrolle wurden Konjugate eingesetzt, bei denen Rhodamin 110 entweder nur an Pentratin oder an NLS gebun- 
den war. Diese zeigten nicht den vorstehend beschriebenen Effekt der Zellkernanreicherung. Die Konjugate wurden, 
falls sie uberhaupt den Ubertritt in die Zelle schafften, an der Zellmembran bzw. der Nuclearhulle angehalten und rei- 50 
cherten sich dort an. 

Patentanspriiche 

1 . Konjugat zur Vermittlung eines zell-, kompartimcnt- oder membranspezifischen Transports, wobci das Konjugat 55 
die folgenden Komponenten aufweist: 

- einen Transportvcrmittlcr fur die Zellmembran, 

- ein zell-, kompartimcnt- oder membranspezifisches Adrcssprotein bzw. -peptid, und 

- einen zu transportierenden Wirkstoff. 

2. Konjugat nach Anspruch 1, wobei der Transportvermittler ein Peptid oder Protein ist, das die Plasmamembran 60 
iiberwinden kann. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Transportvermittler aus der Penetratin-Familie slammt oder Trans- 
portan oder Teile davon ist. 

4. Konjugat nach Anspruch 3, wobei eines der Penetraline folgende Sequenz hat: 

NI I 2 -RQIKIWFQNRRMKWKK- . 6 " 

5. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das zell-, kompartiment- oder membranspezifische 
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Adressprotein bzw. -pcptid ausgcwahlt ist aus: 
ftir Import in das ER 

H 3 N + -Met-Met-Ser-Phe-Val- 

Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly- 

Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr- 

Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr- 

Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln- 

fiir Reimport, in das ER 
H 2 N-Lys-Asp-Glu-Leu-COO~ 

fur Import in Mitochondrien 

H 3 N + -Me t -Leu - Ser-Leu-Arg- 

Gln-Ser-Ile-Arg-Phe-Phe- 

Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr- 

Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr- 

Leu-Leu 

flir Import in den Zellkern 

- Pro - Pro - Ly s - Ly s -Ly s -Arg- 
Lys-Val 

H 3 N*-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 
Lys-Val- (= Nuclear 
localisation sequence aus 
SV40-T-Antigen) 

fur Import in Peroxisomen 

H 2 N-Ser-Lys-Leu-COO' 

fiir Bindung an die Ze II mem bran 

H 3 N + -Gly-Ser-Ser-Lys- 
Ser-Lys-Pro-Lys- 

6. Konjugat nach Anspruch 5, wobei die Sequenz fiir den Import in den Zellkern folgende Sequenz hal: 
H 3 N + -Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-. 

7. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der Wirkstoff ausgewahlt ist aus Nukleinsauren, 
Proteinen/Peptiden und/oder chemischen Substanzen. 

8. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Konjugat folgenden Aufbau hat: 
Transportvermittler - Adressprotein - Wirkstoff. 

9. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei ggf. weiter ein Spacer vorhanden ist. 

10. Konjugat nach Anspruch 9, wobei sich der Spacer zwischen dem Adressprotein und dem Wirkstoff befindet. 

11. Konjugat nach Anspruch 9 oder 10, wobei der Spacer Polylysin, Polyethylenglykol oder Polyvinylpyrrolidon 
ist. 

12. Vcrfahrcn zur Hcrstcllung cines Konjugats nach einem der Anspruche 1-11 aufweisend die folgenden Schritte: 

1) Getrennte Peptidsynthese von "AP" und ggf. des Spacers 

2) Kovalcntc Vcrknupfung zwischen " AP" und Wirkstoff, ggf. mit einem Spacer dazwischen, 

3) Rcdoxkopplung des Produkts aus Schritt 2) mit M P" mittcls Redoxkopplung 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Peptidsynthese gemaB der bekannten Merrified-Methode durchgefuhrt 
wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die Redoxkopplung in einer wassrigen DMSO-Losung durchge- 
fuhrt wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 12-14, wobei sich noch ein Reinigungsschritt anschlieBt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Reinigung mittels IIPLC slattfindel. 

17. Verwendung eines Konjugats nach einem der Anspruche 1-11, zum zell-, kompartiment- oder membranspezi- 
fischen Transport eines gewunschten Wirkstoffs. 
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18. Vcrwcndung nach Anspruch 17, zum Einsatz in Diagnose und/oder Thcrapic. 
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Allgemeines Schema fur Fmoc Synthese 



Fig. 2 



002 063/846 



ZEICHNUNGEN SEITE 3 



Nummer: 
Int. CL 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 19933 492 A1 
C07K 7/06 

18. Januar 2001 
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